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(57) Abstract 
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(57) Zusammenfassung 
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VERWENDUNG VON 5' SUBSTITUIERTEN NUKLEOSIDEN ZUR HEMMUNG VON RESISTFN7RTI 

SXUfrSfin?" ZYTOSTATIKABEHANDLUNG UND AR2NEIMITTEL. ENTHALTEND DIESE 
NUKLE05 IDE 



Das Auftreten von "Arzneimittel-Resistenz" ist der 
Hauptgrund fur Fehlschlage in der Krebs-Chemothera- 
pie. Tumoren, welche anfangs empfindlich auf Zytosta- 
tika reagieren, erholen sich sehr hMufig nach einer 
gewissen Behandlungszeit und sind dann resistent ge- 
gentiber der Wirkung verschiedenartiger antineoplasti- 
scher Arzneimittel . Obwohl das Problem der "Arznei- 
mittel-Resistenz" schon seit 1948, dera Beginn der 
Krebstherapie mit Zytostatika, bekannt ist, wurde bis 
heute kein Weg gefunden, die Resistenzbildung zu ver- 
hindern. Charakteristisch fttr alle bisher untersuch- 
ten hochresistenten Tumoren und Zellinien ist die 
Amplifikation (Vervielf achung) einer kleinen Gruppe 
von Genen. Als Folge dieser DNA- oder Genamplif ika- 
tion kann eine erhohte Expression dieser Gene nach- 
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gewiesen werden, welche zur Resistenz gegeniiber dem 
Arzneimittel fiihrt. Als Folge dieser DNA-Amplif ilea- 
tion kann eine erhohte Expression verschiedener Gene 
nachgewiesen werden. Schutzproteine , die zur Aus- 
5 schleusung von Giftstoffen aus der Zelle dienen, kon- 

nen so vermehrt gebildet werden (P-Glycoprotein) . 
Dieser Effekt wird auch als "multi-drug-resistance" 
(MDR) bezeichnet. 

10 ZusStzlich zur MDR korreliert der Amplif ikationsgrad 

gewisser Gene, vor allem gewisser Onkogene, mit dem 
Grad der MalignitSt. So sind die Oberlebenschancen 
bei einer Amplif ikat ion von ERW2 , RASKI , INT3 , HST1 , 
MYC und KSRAM beim Magenkrebs (Hirohasi, S., and 

15 Sugimura, T . Genetic alterations in human gastric 

cancer. Cancer cells (Cold Spring Habor) , 3: 49-52 , 
1991) und ERBB2 und MYC beim Ovarkarzinom (Sasano, 
H., Garrett, C.T., Wilkinson, D.S., Silverberg, S., 
Comer f ord, J. , and Hyde, J. Protooncogene amplif ica- 

2 0 tion and tumor ploidy in human ovarian neoplasm. 

Hum. Pathol., 21:382-391,1990) sehr schlecht. Beim 
Brustkrebs korreliert die Amplif ikat ion von MYC 
(Borg, A., Baldetorp, B. , Ferno, M. , Olsson, H. , and 
Sigurdsson, H. C-myc amplification is an independent 
25 prognostic factor in postmenopausal breast cancer. 

Int. J. cancer, 51:687-691,1992) und Co-Amplif ikation 
von INT2 und HST1 (Borg, A., Sigurdsson, H. , Clark, 
G..M., et al., Association of INT2/HST1 coamplifica- 
tion in primary breast cancer with hormone-dependent 

3 0 phenotype and poor prognosis. Br. J. Cancer, 63:13 6- 

142, 1991) mit dem Krankheitsverlauf . Die Amplif ika- 
tion von ERBB2 (Descotes, F. , Pavy, J. -J,, and Ades- 
si, G.L. Human breast cancer: Correlation study 
between HER-2/neu amplification and prognostic 
35 factors in an unselected population. Anticancer Res., 
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13:119-124,1993) und EGFR (Klijn, J.G.M., Berns, 
P. M.J. J., Schmitz , P.I.M., and Foekens, J. A. The 
clinical significance of epidermal growth factor 
receptor (EGF-R) in human breast cancer: a review on 
5232 patients. Endocr.Rev. , 13:3-17,1992) ist mit 
einem schlechten Krankheitsverlauf verbunden. Beim 
Osophaguskarzinom korreliert die Co-Amplif ikation von 
HST1 und INT2 mit dem Grad der Metastasierung (Tsuda, 
T., Tahara, E. , Kajiyama, G. , Sakamoto, H. , Terada, 
M. , and Sugimura, T . High incidence of coamplifica- 
tion of hst-l and int-2 genes in human esophageal 
carcinomas. Cancer Res. 49:5505-5508,1989). 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB durch 
chronische Behandlung mit kanzerogenen Zytostatika 
induzierte Genamplif ikation nicht nur zur Resistenz 
gegenuber dieser Behandlung ftihrt, sondern auch zur 
Oberexpression gewisser Onkogene, welche den Grad der 
MalignitSt kontrollieren. 

Es sind eine Reihe von Substanzen beschrieben worden, 
die der erworbenen Arzneimittelresistenz entgegenwir- 
ken. Hierzu gehoren die von Kennedy (Kennedy, A.R., 
Prevention of Carcinogenesis by Protease Inhibitors, 
Cancer Res., 54:1999-2005,1994) beschriebenen Arbei- 
ten ttber die anti-kanzerogenen Wirkungen von Prote- 
ase-lnhibitoren. Diese kSnnen kanzerogeninduzierte 
Genamplif ikation auf nahezu normale Level herunter- 
driicken. Kennedy beobachtete, daB strahleninduzierte 
Genamplif ikation in gleicher Weise unterdriickt wird, 
wie es ihrer FShigkeit entspricht, strahleninduzierte 
Transformation zu unterdrticken , so daB auf einen Zu- 
sammenhang zwischen beiden Prozessen geschlossen 
wird. Dariiber hinaus wirken Protease-Inhibitoren als 
Antagonist en von (co-rekombinogenen) Tumor-Promotoren 
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bei Auslosung von Transformation in vitro. Protease- 
Inhibitoren werden auch als wirkungsvolle Anti-Promo- 
toren in In-vivo-Untersuchungen beschrieben (Troll , 
W. , Klassen, A. , and Janoff , A- Tumorigenesis in 
5 mouse skin: inhibition by synthetic inhibitors of 

proteases. Science (Washington DC) 169:1211-1213, 
1970) . 

Aus der Literaturstelle Moscow, I. A., and Cowan, K.H. 

10 Multidrug resistance. J.Natl. Cancer Inst. 80: 14-20, 

1988, ist bekannt, daB Verapamil der MDR entgegen- 
wirkt. Dieser "calcium channel blocker" erhoht die 
ZytotoxizitSt durch Erhohung der intrazellulSren Ak- 
kumulation von Arzneimitteln. Wahrscheinlich ge- 

15 schieht dies durch eine Wirkung auf das P-Glykopro- 

tein oder andere Transportproteine. Die ToxizitSt 
dieser und Shnlicher Substanzen, wie z.B. Quinidin, 
steht ihrem klinischen Einsatz im Wege. 

20 Ausgehend hiervon, ist es die Aufgabe der vorliegen- 

den Erfindung, eine wirksame Substanz zur Verhinde- 
rung bzw. Reduzierung der Resistenzbildung gegeniiber 
der Zytostatikabehandlung anzugeben und ein entspre- 
chendes Arzneimittel vorzuschlagen. 

25 

Die Aufgabe in bezug auf die Substanz wird durch die 
kennzeichnenden Merkmale des Anspruches 1 gelost, in 
bezug auf das Arzneimittel durch die Merkmale des 
Anspruches 9 . 

30 

Erf indungsgemSB wird somit vorgeschlagen, die Resi- 
stenzbildung durch gleichzeitige Gabe von 5' substi- 
tuierten Nukleosiden und einem Zytostatikum zu ver- 
hindern bzw. zu reduzieren. Es hat sich (iberraschen- 
3 5 derweise gezeigt, daB 5' Nukleoside die Entstehung 
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von kanzerogeninduzierten Genamplif ikationen verhin- 
dert oder zumindest abschwScht. Dadurch wird die Mog- 
lichkeit eroffnet, durch gleichzeitige Gabe dieser 
Nukleoside mit einem Zytostatikum die Entstehung von 
Resistenzen gegenUber diesem Arzneimittel zu verhin- 
dern und auch den Grad der MalignitSt zu beeinf lus- 
sen. 



Als Beispiel fiir 5'Nukleoside sind zu nennen: 5-(2- 
10 bromovinyl-2'-deoxyuridin (BVDU) , (E) —5- (2-bromovi- 

nyl) -1-B-D-arabinofuranosyluracil, (E) -5- (2-bromovi- 
nyl-2'-deoxy-4'-thiouridin. Abb. 2: 5-Jodo-2 '-dexycy- 
tidin , 5-J odo-2 ' -deoxyur idin , 2 ' -Deoxy-5-trif luorome- 
thyluridin, besonders bevorzugt ist BVDU und (E)-5- 
15 (2-Bromovinyl-) uracyl (BVU) . 

Die Erfindung betrifft weiterhin Arzneimittel zur 
Verhinderung der Resistenzenbildung gegenUber Zyto- 
statikabehandlung, die 5' Nukleoside enthalten. Die 

20 5' Nukleoside sind dabei in der Formulierung des Arz- 

neimittels in einer Menge enthalten , aus der eine 
Konzentration von 0,02 Mg/ml bis 10 ng/ml im Blut 
resultiert. In Versuchen konnte gezeigt werden, daB 
der optimale Bereich bei 0,05 /xg/ml bis 5 ng/ml 

25 liegt. 

Die Zytostatika kbnnen dabei in den tiblichen bisher 
bekannten Mengen in der Formulierung enthalten sein 
(Oshiro, Y., Piper, C.E., Balwierz, P.S., and 

30 Garriot, M.L. (1992) Genotoxic properties of (E)-5- 

(2-broraovinyl) -2 ' -deoxyuridine (BVDU). Fundamental 
and Applied Toxicology, 18, 491-498). Beispiele ftir 
Zytostatika sind Cyclophosphamid und andere Alkylan- 
tien, Antimetabolite wie Methotrexat, Alkaloide wie 

35 Vinblastin, Antibiotika wie Bleomycin, Cisplatin so- 
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wie andere Stoffe. Weitere Beispiele fttr Zytostatika 
sind aus "Rote Liste 1995", Editio Cantor Verlag fttr 
Medizin und Naturwissenschaf ten, Aulendorf /WUrtt . , 
1995, zu entnehmen. 

Die TrSger-, Zusatz- und Hilfsstoffe entsprechen de- 
nen, wie sie bisher aus dem Stand der Technik bekannt 
sind. Das Arzneimittel selbst kann dabei in fester 
oder flttssiger Form oder auch als Spray vorliegen. 

Die Erf indung wird nachfolgend anhand von Modellver- 
suchen nSher erl&utert. 

A. Kodellsubstanzen 

Fttr die Untersuchung von Amplif ikationsphSnomenen 
dient eine Hamsterzellinie, die ein Virus (Simian Vi- 
rus 4 0) im Genom integriert enthSlt. Bekannt ist fiir 
diese Zellinie, daB eine Zugabe genotoxischer Sub- 
stanzen, aber auch verschiedener "nichtgenotoxischer" 
Kanzerogene und Tumor-Promotoren zur Amplif ikation 
von SV40-DNA im Hamstergenom ftthrt. Die Methode be- 
ruht darauf , daB als Sonde dienende markierte SV4 0- 
DNA mit Hamsterzell-DNA, die SV4 0-DNA in amplifizier- 
ter Kopienzahl enthSlt, hybridisiert wird- Die Menge 
gebundener Sonde gibt AufschluB iiber den Amplifika- 
tionsgrad der integrierten Virus-DNA. 

Zur Bestimmung des Amplif ikationsgrades wird gleich- 
3 0 zeitig mit der SV40-DNA die Albumin-Gen-DNA gemessen. 

Das Albumin-Gen wird nHmlich im Gegensatz zur SV4 0- 
DNA in der Zelle nicht amplif iziert . Der Wert des 
relativen SV40-DNA-Gehalts ergibt sich demnach aus 



15 



20 



25 



WO 96/23506 



PCT/DE96/00169 



7 



dem Quotienten des Signals der mit SV40-DNA hybri- 
disierten DNA-Sonde zu dem Signal der mit Albumin-Gen 
hybridisierten DNA-Sonde aus denselben SV40-transf or- 
mierten embryonalen C0631-Hamsterzellen . 

5 

Als Modellsubstanzen dienten: 



1. Mutagene und rekombinogene genotoxische Kanzero- 
gene (Positiv-Kontrolle) 
10 Triethylenmelamin (TEM) 

4-Nitrochinolin 1-Oxid (4-NQO) 



2. Nicht-Kanzerogene (Negativ-Kontrolle) , welche 
weder Mutationen noch Rekombinationen induzieren 

15 Aceton 

Dimethylf ormamid 

3 . Co-rekombinogene Tumor-Promotoren 

Mezerein 

20 12-0-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) 

Chrysarobin 
Coumarin 

4. Rekombinogene nicht-genotoxische Kanzerogene mit 
25 unbekanntem Wirkmechanismus 

Thioacetamid 
Acetamid 



5. Testosteron nach Metabolisierung durch Rattenle- 
30 bermikrosomen (S9-Mix) sowie ohne S9-Mix 

Testosteron wirkt 

mit S9-Mix anti-rekombinogen und 
ohne S9-Mix co-rekombinogen 
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Die Wirkung der obengenannten Modellsubstanzen allein 
oder in Kombination mit einem Kanzerogen wurde im 
Genamplif ikations-System untersucht . 

5 Die Ergebnisse mit den Modellsubstanzen sind in den 

Figuren 1 bis 3 zusammengef afit . 



Die Nicht-Kanzerogene Aceton und Dimethylf ormamid 
zeigen keine Wirkung. 

10 

Alle anderen Substanzen, die nicht-genotoxischen Kan- 
zerogene mit unbekanntem Wirkmechanismus, Thioaceta- 
mid und Acetamid, die genotoxischen Kanzerogene TEM 
und 4-NQO sowie die Tumor -Promotoren Mezerein, 
15 12-0-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) , Chrysaro- 

bin und Coumarin, flir sich allein gegeben, erhbhen 
die SV4 0-Genamplif ikation. 

Teststeron erniedrigt mit S9-Mix die amplif izierende 
2 0 Wirkung von Methotrexate (MTX) , ohne S9-Mix erhiSht es 

die amplif izierende Wirkung von Amino- 6-mercaptopur in 
(AMP) • 



Diese Ergebnisse zeigen eine Obereinstimmung zwischen 
25 der Auslosung von Rekombination und SV4 0-Genamplif i- 

kation. 



B. Hemmung kanzerogeninduzierter Genamplif ikation 
durch (£) -5- (2-Bromovinyl-) -2 '-deoxyuridine 
3 0 (BVDD) 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 4 bis 7 zusammen- 
gef aSt . 
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BVDU hatte iro Versuch mit Hefen (Figur 4) eine anti- 
rekombinogene und co-mutagene Wirkung gezeigt. Diese 
Wirkung war in Gegenwart von Lebermikrosomen (S9-Mix) 
in niedrigeren Konzentrationen sichtbarer als in Ab- 
5 wesenheit von S9-Mix und auch sehr viel ausgeprSgter . 

Eine Metabolisierung von BVDU verstSrkt also den 
antirekombinogenen Effekt. 

BDVU zeigt in klinisch relevanten Dosen eine Hemmung 
10 AMP-induzierter Genamplif ikation. Der Effekt setzt 

bei etwa 0,05 /ml ein und fiihrt dosisabhangig bei 
5 pg/ml zu einer vollstandigen Hemmung der AMP-indu- 
zierten Genamplif ikation (Figur 5) . 

15 Der unabh&ngige Wiederholungsversuch bestStigt das 

Ergebnis (Figur 6). Darilber hinaus scheint BVDU al- 
lein den spontanen Amplif ikationsgrad leicht zu er- 
niedrigen. 

2 0 Zugabe von S9-Mix zeigt ebenfalls eine Erniedrigung 

AMP-induzierter Genamplif ikation. Dieser erfolgt al- 
lerdings in einem niedrigeren Dosisbereich als in den 
Versuchen ohne S9-Mix. Eine mogliche Metabolisierung 
von BVDU scheint den amplif ikationshemmenden Effekt 
25 also noch zu verstSrken (Figur 7) . Dies wtirde die 

Relevanz der Ergebnisse noch verstSrken. 

Zusammenf assend kann gesagt werden, da£ BVDU kanzero- 
geninduzierte Genamplif ikation hemmt. Dies eroffnet 

3 0 die Moglichkeit, durch gleichzeitige Gabe von BVDU 

mit einem Zytostatikura die Entstehung von Resistenzen 
gegentiber diesem Arzneimittel zu verhindern und die 
Malignitat zu erniedrigen. 
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C. Verhinderung der Bildung von "Multi -Drug-Resi- 
stance" (MDR) in mensch lichen und tierischen 
Tumorzellen gegentiber Zytostatikabehandlung 
durch gleichzeitige Gabe von BVDU 

5 

Die menschliche Tumorzellinie K562-WT (Fig. 8) und 
die Tumorzellinie F46-WT der Maus (Fig, 9) (WT m 
Wildtyp « empfindlich gegentiber Zytostatikabehandlung 
= keine Amplif ikation des MDR-Gens) wurde tiber mehre- 

10 re Wochen mit stufenweise steigenden Konzentrationen 

von Adriamycin behandelt. Im Laufe der Behandlung 
erwarben die Zellen eine Resistenz gegentiber dieser 
Behandlung. Wirken gegentiber nichtresistenten Zellen 
2 0 ng/ml Adriamycin bei einer Behandlungszeit von 

15 4 Tagen stark toxisch, so sind die Zellen nach Lang- 

zeitbehandlung mit stufenweise steigenden Konzentra- 
tionen gegentiber 2 0 ng/ml Adriamycin vdllig unem- 
pfindlich geworden (Figuren 8 und 9) . Die Resistenz- 
bildung beruht auf der Amplif ikation des MDR-Gens. 

2 0 Nachgewiesen wird dies mit Hilfe der Northern-Tech- 

nik, eines Verfahrens zum Nachweis von RNA-Molektilen, 
also der Transkription eines Gens, unter Einsatz des 
MDR-Gens als Sonde (Figur 10) . Resistente Zellen zei- 
gen eine Bande, nichtresistente Zellen (Zustand am 

25 Beginn der Behandlung) zeigen keine Bande. 



In Parallelversuchen wird Adriamycin mit entweder 
0,5 oder 1 ng/ml BVDU zusammen gegeben (BDVU wirkt in 
menschlichen Tumorzellen erst ab etwa 10 /xg/ml to- 
30 xisch, in Zellen der Maus ab etwa 8 ng/ml (Figuren 8 

und 9) . BVDU verhindert die Resistenzbildung gegen- 
Uber Adriamycin. Die Tumorzellen bleiben empfindlich 
gegenUber der Zytostatikabehandlung und sterben ab. 
Die Wirkung des BVDU ist so stark, daft die Behandlung 



35 
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durch Ruhepausen (Wachstum ohne Substanzen) unterbro- 
chen werden muB, sich der Versuch also ttber 6 bis 8 
Wochen erstreckt. 

5 BVDU + Adiaroycin-Behandlung ftihrt zu einer wesentlich 

schwficheren Amplif ikation des MDR-Gens als Adriamy- 
cin-Behandlung allein (Figur 10) . Der Ef fekt der 
BVDU-Behandlung ist in Wirklichkeit noch sehr viel 
grSBer, als die AbschwSchung der Bande ausdrttckt. Am 

10 Ende der Behandlung bleiben nSmlich nur Zellen tibrig, 

die wenigstens eine gewisse Resistenz gegentiber der 
Adriamycin-Behandlung erworben haben. Die infolge der 
BVDU-Behandlung nichtresistent gebliebenen Zellen 
sind bereits vorher abgestorben. Der eigentlich rele- 

15 vante und mit Hilfe der Northern-Technik nicht fa6- 

bare Effekt besteht deshalb im Absterben der nicht- 
resistenten Zellen, welche in den Inaktivierungskur- 
ven (Figuren 8 und 9) gemessen wird. 

20 Da die Resistenzbildung gegentiber Zytostatikabehand- 

lung in menschlichen Tumoren ebenfalls auf der Ampli- 
fikation des MDR-Gens beruht, ist durch die Kombina- 
tion von BVDU mit einem beliebigen Zytostatikum die 
Moglichkeit geboten, die Therapie in niedrigen Dosen 

25 und ttber langere Zeitr&uroe als bisher durchzufUhren. 

Im (ibrigen ist die Verhinderung der Resistenzbildung 
auch fttr andere Anwendungen von groBer Bedeutung, 

D. Verhinderung der Bildung von "Kulti-Drug-Resi- 
3 0 stance" (MDR) in Tumor zellen gegentiber Zytosta- 

tikabehandlung durch gleichzeitige Gabe von an- 
ti-rekombinogenen 5 ' substituierten Nukleosiden 

In den Figuren 11 und 12 ist zu sehen, dafc die anti- 
35 rekombinogene Wirkung nicht nur spezifisch fiir BVDU 
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gilt, sondern eine Eigenschaft aller 5 9 -substituier- 
ten Nukleoside ist. 

Fig. 11 zeigt dabei die anti-rekombinogenen Effekte 
5 von (E) -5- (2-bromovinyl) -2 ' -deoxyuridin, (E) -5-(2- 

bromovinyl) -1-B-D-arabinofuranosyl-uracil und (E) -5- 
( 2 -bromovinyl ) -2 9 -deoxy-4 ' -thiouridin in Saccharomy- 
ces cerevisiae MP1, und 

10 Fig. 12 die anti-rekombinogenen Effekte von 5-Jodo- 

2 '-deoxycytidin, 5-Jodo-2 '-deoxyuridin und 2'-Deoxy- 
5-trif luoromethyluridin in Saccharoinyces cerevisiae 
MP1. 

15 Die Tumorzellinie F4-6-WT der Maus (WT * Wildtyp = 

empfindlich gegentiber Zytostatikabehandlung « keine 
Amplif ikation des MDR-Gens) wurde tiber mehrere Wochen 
mit stufenweise steigenden Konzentrationen von Adria- 
mycin behandelt. Im Laufe der Behandlung erwarben die 

2 0 Zellen eine Resistenz gegentiber dieser Behandlung. 

Wirken gegentiber nichtresistenten Zellen 20 ng/ml 
Adriamycin bei einer Behandlungszeit von 4 Tagen 
stark toxisch, so sind die Zellen nach Langzeitbe- 
handlung mit stufenweise steigenden Konzentrationen 
25 gegentiber 20 ng/ml Adriamycin vollig unempf indlich 

geworden (Figur 13 und 14). Die Resistenzbildungbe- 
ruht auf der Amplif ikation des MDR-Gens . Nachgewiesen 
wurde dies mit Hilfe der Northern-Technik, eines Ver- 
fahrens zum Nachweis von RNA-Molektilen, also der 

3 0 Transkription eines Gens, unter Einsatz des MDR-Gens 

als Sonde (Figur 15) . Resistente Zellen zeigen eine 
Bande, nichtresistente Zellen (Zustand am Beginn der 
Behandlung) zeigen keine Bande. Die Level von B-Actin 
mRNA wurden vergleichsweise ebenfalls analysiert. 
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B-Actin wurde als interne Kontrolle fiir die RNA-Menge 
benutzt . 



In Parallelversuchen wurde Adriamycin mit 1 /ig/ml je 
5 eines 5 ' substituierten Nukleosids zusammen gegeben. 

Alle sechs 5 ' -substituierten Nucleoside verhindern 
die Resistenzbildung gegentiber Adriamycin. Die Tumor- 
zellen bleiben empfindlich gegentiber der Zytostatika- 
behandlung und sterben ab. Die Wirkung der 5'substi- 
10 tuierten Nukleoside war so stark, daB die Behandlung 

durch Ruhepausen (Wachstum ohne Substanzen) unterbro- 
chen werden muBte, sich der Versuch also liber 6 bis 8 
Wochen erstr eckte . 



15 Figur 15 zeigt die Northern Blot Analyse der RNA : 

Expression der MDR-Gene in der Tumorzellinie F4-6-WT 
der Maus. Die Level von B-Actin mRNA wurden ver- 
gleichsweise ebenfalls analysiert. B-Actin wurde als 
interne Kontrolle ftir die RNA-Menge benutzt. 

20 pos. Adriaroycin-resistente F4-6-WT Zellen 

neg. Adriamycin-empf indliche F4-6-WT Zellen 

1 1 Mg/ml (E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridin + 
Adriamycin 

2 1 jxg/ml (E) -5- (2-bromovinyl-l-B-D-arabinofurano- 
25 syl-uracil + Adriamycin 

3 1 fig /ml (e) -5- (2-bromovinyl-2 ' -deoxy-4 ' -thiouri- 
din + Adriamycin 

4 1 Mg/ml 5-Jodo-2 '-deoxycytidin + Adriamycin 

5 1 jig/ml 5-Jodo-2 ' -deoxyuridin + Adriamycin 
3 0 6 1 mg/ml 2 ' -Deoxy-5-trif luoromethyluridin + 

Adriamycin 

7 1 M9/ml (E) -5- (2-bromovinyl-) -2 ' -deoxyuridine 
(BVDU) + Adriamycin 
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5'-substituiertes Nukleosid + Adriamycin-Behandlung 
filhrt zu einer wesentlich schwScheren Amplif ikation 
des MDR-Gens als Adriamycin-Behandlung allein (Figur 
15) . Der Effekt der Behandlung ist in Wirklichkeit 
5 noch sehr viel grBBer als es die AbschwSchung der 

Bande ausdrtickt. Am Ende der Behandlung bleiben nam- 
lich nur Zellen tibrig, die wenigstens eine gewisse 
Resistenz gegenliber der Adriamycin-Behandlung erwor- 
ben haben. Die infolge der BVDU-Behandlung nichtresi- 

10 stent gebliebenen Zellen sind ja bereits vorher abge- 

storben. Der eigentlich relevante und mit Hilfe der 
Northern-Technik nicht faBbare Effekt besteht deshalb 
im Absterben der nichtresistenten Zellen, welcher in 
den Inaktivierungskurven (Figur 13 und 14) gemessen 

15 wurde. 
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Patentanspriiche 



10 



Verwendung von 5 '-substituierten Nukleosiden in 
Kombination mit mindestens einem Zytostatikum 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Verhin^ 
derung bzw. Reduzierung der Resistenzenbildung 
bei der Zytostatikabehandlung . 



2 • Verwendung nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet , daB als Nukleosid 
(E) -5- (2-Bromovinyl-) -2 ' -deoxyuridin (BVDU) 
und/oder seine Metaboliten verwendet werden. 

15 

3. Verwendung nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Metabolit (E)-5- 
(2-Bromovinyl~)-uracyl (BVU) verwendet wird.. 

20 4. Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid (E)~5- 
(2-bromovinyl) -1-B-D-arabinof uranosyluracil 
und/oder seine Metaboliten verwendet werden. 

25 5 * Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid (E)-5- 
(2-bromovinyl) -2 ' -deoxy-4 ' -thiouridin und/oder 
seine Metaboliten verwendet werden. 

30 6. Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid 5-Jo- 
do-2'-deoxycytidin und/oder seine Metaboliten 
verwendet werden. 
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Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet , daB als Nukleosid 5-Jo- 
do-2 '-deoxyuridin und/oder seine Metaboliten 
verwendet werden. 

Verwendung nach Anspruch l # 

dadurch gekennzeichnet , daB als Nukleosid 2'- 
Deoxy-5-trif luoromethyluridin und/oder seine 
Metaboliten verwendet werden. 

Arzneimittel, enthaltend 5 ' -substituierte Nu- 
kleoside, nach mindestens einem der Ansprtiche 1 
bis 8, in einer Menge, aus der eine Konzentra- 
tion von 0,02 nq/ml bis 10 tig/ml im Blut resul- 
tiert # mindestens ein Zytostatikum und tibliche 
Trager- und Hilfsstoffe. 

Arzneimittel nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleoside in 
einer Menge enthalten sind, aus der eine Konzen- 
tration von 0,05 /xg/ml bis 5 Mg/ml im Blut re- 
sult iert. 

Arzneimittel nach Anspruch 9 Oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zytostatika aus- 
gewShlt sind aus Alkaloiden, Alkylantien, Anti- 
metaboliten, Antibiotika oder Cisplatin. 
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FIG . 1 

RELATIVER DNA-GEHALT 




WO 96/23506 



PCT/DE96/00169 



2/15 

FIG. 2 
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FIG. 6 
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FIG. 7 
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FIG. 9 
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FIG. 12 
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FIG. 13 
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FIG. 14 
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EP.A.0 488 718 (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES 
LTD) 3.Juni 1992 

siehe Seite 4; Anspriiche 1,6,8,13,15; 
Bei spiel 6 

BE.A.64G 236 (SODERSI) 16.Marz 1964 
siehe Seite 4; Anspriiche 1-3,6,7 
siehe Seite 10 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER & CLINICAL 
ONCOLOGY, 

Bd. 20, Nr. 4, 1984, 
Seiten 471-476, XP0OO575098 
WILDIERS, DE CLERCQ: 'ORAL 
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CANCER RESEARCH, 

Bd. 54, Nr. 10, 1994, 

Seiten 2701-2706, XP000574738 

CHI, KUNUGI, KINSELLA: "I0D0DE0XYURIDINE 

CHEMOSENSITIZATION OF 

CIS-DIAMMINEDICHLOROPLATINUM(II) IN HUMAN 

BLADDER CANCER CELLS" 

siehe Seite 2705, rechte Spalte 

siehe Seite 2701-2 

J. CELL. PHARMACOL. , 
Bd. 1, Nr. 1, 1990, 
Seiten 2-7, XPO00575045 

WROBLEWSKI, HACKER: "THE POSSIBLE ROEL OF 
ALTERED NUCLEOTIDE METABOLISM IN CISPLATIN 
RESISTANCE" 

siehe Seite 6, linke Spalte 

GB.A.l 473 148 (RESEARCH CORPORATION) 
11. Mai 1977 

siehe Seite 1, rechte Spalte - Seite 2, 
linke Spalte; Anspruch 1 
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Fctd 1 Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als rticht rccherchterbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 ) 



GemaO Artike! I7(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur besummie Anspruche kein Recherchenbericht eriteilt 
1. r_j Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande benchcn, zu derm Recherche die Behbrde nieht verpfLschtet ist, namlich 



2. \T] Anspruche Nr. 1-11 

weil lie sich auf Teiie der international en Anmeidung be Ziehen, die den v o rg er chr ie benen Anforderungen so wenig enLiprechen, 
da£ cine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefUhrt werden kann, namlich 

In view of the large number of compounds which are defined by the wording 
of the claims, the search has been performed on the general Idea and 
compounds mentioned in the examples of the description. 

3. [_] Amp niche Nr. 

weiJ es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nichi enUprechend Satz 2 und 3 der Reg el 6.4 a) abgefaBt find. 



FeJd II Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung van Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbchdrde hat festgestellt, dafi diese Internationale Anmeidung mehrere Er fin dun gen enlhalt: 



1. || Da der Anmeldcr alle erf order lichen zmaf 7 lichen Recherchengebuhren rechtzeiug entrichtet hat, ersireckt sich dieter 

Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der intern auonmicn Anmeidung. 

2. I I Da fQr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne etnen Ar bei trauf wand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

zusatziiehe Recherchengebuhr gerechtferugt haitc, hat die Internationale Recherchenbchdrde nicht zur Zahlung einer solchen 
Oebuhr auf gef order l 

3. Da der Anmeldcr nur einige der erfor der lichen zusatzbehen Recherchengebuhren rechtzriug entrichtet hat, crstrcckl sich dieser 

tnteroauonaJe Recherchenbericht nur auf die Anspruche der intematiooalen Anmeidung, fur die GebQhren entrichtet worden 
sind, narnlkh auf die Anspruche Nr. 



4. [~J Der Anmeider hat tie erforder lichen zusatzikhen Recherchengebuhren nicht rechczeitig entrichUL Der internationale Recher- 

chenbericht beschrankt rich daher auf die in den Anspruchen zuern crwahnte Erfindung; diese ist in folgertden Anspruchen er- 

faflc . 



i Wukrspruchs j " ] Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmeider unter Widcrspruch gezahlL 

| J Die Zahlung zusarrticher GebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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